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Résumé: Malgré le nombre relativement considérable deioaments antimycosiques, les échecs thérapeutspres
nombreux. Trés peu sont les molécules commerogdissantes qui montrent une activité certaine feicéfe. Dans le
but d’apporter sa contribution dans la lutte coms pathologies, notre équipe de recherche adestée différents
extraits deTerminalia catappa linnsur la croissance vitro de Candida albicansLes résultats montrent g@andida

albicansest sensible aux extraits testés. L'extrait le @lof est la fraction ; (CMF = 5ug/mL) et I'extrait le moins
actif est I'extrait aqueux (CMF = 78@/mL). Le screening phytochimique derminalia catappa linne permis de
mettre en évidence la présence des composés appdrtau groupe des saponosides triterpeniques ejaiest

responsables de 'activité antifongique de la foacE,.

Mots clés Terminalia catappascreening phytochimiqué&andida albicans

Antimycotic activity and screening phytochemicakextracts Terminalia catappa
linne a different natural source of antifungal.

Abstract: In spite of the relatively large number of antiflah drugs, treatment failures are many. Most of mential
molecules are inefficacies. In order to contribitethe fight against these diseases, our reseaam tested four
different extracts offerminalia catappa linneon thein vitro growth of Candida albicans The results show that
Candida albicangs sensitive to the extracts tested. The mostadtactionis F12 (CMF = ug / mL) and the aqueous
extract is the less actif€MF = 780 mg / mL). Th@hytochemical screening derminalia catappdinne has revealed
the presence of triterpene belonging toghponins group, which would be responsible forathtifungal activity of the
fraction Ro.

Keywords: Terminalia catappaphytochemical screeninGandida albicans
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1. Introduction 2.1.1.2. Champignon testé
L’isolat no 3076/PV d€andida albicans servi

Le monde des végétaux est plein de ressoatcesde matériel microbiologique dans cette étude. Il a
de vertus d'ou 'homme puise non seulement sété isolé pour la premiére fois par le laboratdiee
nourriture mais aussi des substances actives quiycologie de 'UFR des Sciences Médicales de
procurent souvent un bienfait a son organismd'Université Félix Houphouét Boigny de Cocody
parfois affecté de troubldd Les plantes occupent Abidjan (Céte d’lvoire) en 2000 sur un patient
donc une place de choix dans le traitement deatteint de mycose superficielle
affections aussi bien en Afrique que dans le monde
entier. Adjanohoun et AK€ ont répertorié plus de 2.1. 2. Matériel technique
5000 espéces végétales médicamenteuses sur le
continent africain. Ces plantes constituent de2.1. 2. 1. Milieu de culture
ressources précieuses pour la majorité des La gélose Sabouraud (BIOMERIEUX/ Réf:
populations rurales en Afrique, ou plus de 80% deé1078: 777666501) a été utilisée pour la cultuse de
cette Bcﬂoulation s’en sert pour assurer leurs stens germes fongiques. La composition en g/L d'eau

santé Cela est justifié par le fait que dans ladistillée de ce milieu est consignée dan$déleau
pharmacopée locale, des recettes ont fait el
continuent de faire leurs preuves d’efficacité. Tableau | : Composition en g/L d’eau distillée de
Dans le but de trouver de nouvelles molécules la gélose Sabouraud
antifongiques, Terminalia catappa  une _ —
Combretaceaeoriginaire de Madagascdt, a été Composition chimique Te(;‘,eur (/L
sélectionnée aprés un screening de plantes usilisée Bio thione egu)
cqr)tr,e les aﬁgctions microbiennes. Cette_plante €S Glucose 19
utilisée tradltlonnellemgnt pour de; sg_lmmst- Phosphate monosodique 05
partum, contre les manifestations diarrheiques, les ["phosphate dissodique 05
candidoses buccales et digestiéd. En Cote Bio-trypcase 3
d’'lvoire Terminalia catappa intervient dans Agar 13
I'ornementation. - Extrait de levure 2
Pour mieux comprendre 'activité de cette an Extrait de malt 1
trois extraits et la fraction ;F de Terminalia Bio-soyase 3
catappa ont été réalisés puis testés vitro sur Le pH du milieu est 6,4

Candida albicans Aussi avons nous effectué un
screening phytochimique afin de déterminer le2.1. 2. 2. Produits chimiques
différents groupes chimiques présents dans ces Pour la préparation des différents extraits

extraits. (totaux, partitionnés et chromatographique), nous
avons utilisé comme solvants : I'acétate d’éthile,

2. Matériel et méthodes hexane, I'éthanol pur et I'eau distillée.

2 1. Matériel Pour le tri phytochimique, nous avons utilisg
solvants suivants :

2.1. 1. Matériel biologique - Acétate de sodium est utilisé pour la recherce d

Tanins galliques
2.1. 1. 1. Substance végétale - Acide chlorhydrique intervient dans la recherche
Le matériel végétal est une poudre obtenue §€S Flavonoides et des Quinones.
partir des écorces séchées Terminalia,catappa  ° Acide sulfurique est employé pour rechercher les

C’est une espéce arborescente pouvant atteindre 5>4€T0IS €t Terpenes. _

25 m de haut. Dans cette étude. le nom de code”nhydride acétique est requis pour rechercher les
donné a cette plante est TEKAMElle est connue Sterols et Terpenes. )

en milieu traditionnel pour ses vertus anti-" Chlorure ferrique sert a rechercher les Phénbols e

infectieuses. Cette plante a été identifice par 14€S Tanins galliques ,
Professeur Aké Assi duCentre National de - Chloroforme est utilisé pour rechercher les Tanin

floristique (CNF) de Université Félix Houphoust €N général et les Quinones.

Boigny (Abidjan, Cote d’ Ivoire) un spécimenésé - Copeaux de magnésium, ils permettent de mettre
déposé. en évidence les Flavonoides.
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- Perchlorure de fer intervient dans la recherat®e d eau ; v/v). Aprés décantation, deux phases ont été
Tanins galliques séparées et concentrées a l'aide d’'un évaporateur
- lode est utilisé pour rechercher les Alcaloides rotatif. On obtient respectivement les extraits :

- Nitrate de Bismuth intervient dans la rechercheX1.1: (la phase hexanique) et X1.2: (la phase

des Alcaloides aqueuse issue de la partition hexane-eau).

- Mercure est exploité dans la recherche des TaninsX1.2 a été ensuite chromatographié sur une colonne
- Soude sert a rechercher les Quinones de filtration de sephadex ,£ (diamétre=1cm ;

- Ammoniac est employé pour rechercher leshauteur du gel =55 cm ; débit = 0,22 mL/mn). Nous
Quinones avons obtenu 20 fractions (F1 a F20).

- Eau de chaux intervient dans la recherche dekes extraits les plus actifs (Xaq,o,XX1,) et la
Quinones fraction la plus active 5 ont été testés séparément

- Ethanol est utilisé pour rechercher les Alcalside sur la croissanci vitro de Candida albicans
- Hydroxyde d’ammoniaque s’emploie dans la
recherche des Coumarines. 2.2. 2. Préparation des milieux de culture

Pour la chromatographie sur couche mince: 5 5 5 1. préparation de la gélose Sabouraud.
S Le milieu de Sabouraud a été préparé en
Le Gel de Sephadex®G25 a servi a realiser I"‘r‘mmogénéisant dans 150 mL d’eau distillée, 6,3 g

colonne de chromatographie sur colonne, de gélose en poudre. Ce mélange est chauffé ét agit
- La Plaque de silice (60 F254) a été le suppert d. 9 P ) 9 9

la chromatographie sur couche mince (CCM), jusgu’a homogénéité compléte, sur un agitateur

. P r 1 . agnétigue chauffant (IKA-MAG— RCT).
- Le Méthanol a été I'un des solvants constituan L . s s .
s . our réaliser les tesis vitro, le milieu a été coulé
I'éluant de la plaque de silice,

T N . dans différents tubes a essai auxquels on incorpore
- Eau distilléea été utilisée comme éluant pour la

. ) , les différents extraits de TEKAMconformément a
chromatographie sur colonne et également I'un deﬁa méthode décrite par Guele
solvants de la plaque de silice.

2.2 Méthodes 2.2. 2. 2. Incorporation des extraits végetaux a la
gélose.
2.2. 1. Préparation des extraits totaux Nous avons utilisé la méthode de la double

L’écorce deTerminalia catappaa été récoltée, dilution, en tubes inclinés pour incorporer I'extra
découpée et séchéerlabri du soleil. Aprés leur Végétal (TEKAM) a la gélose. La série d’essais
séchage, les organes végétaux ont été pulvériséscamporte 12 tubes numérotes de 1 a 12. Le milieu
I'aide d’un broyeur électrique. précédemment préparé a été réparti dans ces 12
A partir de cette poudre, deux extraits totauxtubes a raison de 20 mL dans le premier tube et 10
aqueux et éthanolique ont été séparément prépargy- dans les autres tubes allant du n°2 au n°12. Le
comme sulit : milieu de Sabouraud a été préparé en
Dans deux litres de solvants (un litre d’eau détil homogéneéisant dans le tube n°1, 1g de Xaq dans 20
pour la préparation de I'extrait aqueux et un litremL de milieu de Sabouraud. La moitié du volume
d’éthanol 70% pour la préparation de [I'extrait de ce mélange homogéne est transférée dans 10mL
éthanolique) a I'aide d’un blender (mixer), 100g dede gélose du tube n°2 et homogénéisée.
poudre de TEKAM ont été extraits. L’nomogénat Cette opération est reprise pour le tube n°3 e ain
obtenu est d’abord essoré dans un carré de tissde suite par double dilution jusqu’au tube n°10;
puis filtré successivement deux fois sur du cotordonnant une gamme de concentration décroissante
hydrophile et une fois sur du papier filtre Whatmanallant de 50 mg/mL a 0,09 mg/mL avec une liaison
3 mm. Le filtrat obtenu est concentré a I'aide d’ungéométrique de raison %2.
évaporateur rotatif de type Biichi a la températuréCette série comporte aussi deux tubes témoins n°11
de 60° C. et 12, contenant chacun 10 mL d’Agar ; dont le tube
L’extrait éthanolique est concentré évaporé a sed)°11 pour le controle de croissance des germes sans
tandis que I'extrait aqueux est seulement lyophilis Xaq et le tube n°12 pour le controle de la stéritie
L'extrait éthanolique est appelé Xet l'extrait I'’Agar sans germes et sans extrait. Les 12 tubes de
agueux Xag. cette série ont été stérilisés a I'autoclave degqomar
Une portion de 10 grammes dg &st partitionnée PBI STEMATIC lll a 121°C pendant 15 minutes et
dans 100 mL d’'un mélange de solvants (hexane inclinés (avec petit culot) a la température de la
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salle (25°C) pour permettre a la gélose de s. 4. Méthodes chimiques

solidifier * 1% L'étude chimique a pour but de détecter la
présence des constituants chimiques des quatre
extraits de TEKAM. Les méthodes utilisées pour la

2.2. 3. Essais antimicrobiens détermination de ces constituants chimiques sont

Les essais antimicrobiens ont été réaliséselles qui sont classiquement utilisées (par

pareillement pour la souche deandidatesté. A exemple pour  rechercher les stérols et les

partir de culture jeune de€andida (48 heures terpénoides I'on utilise la réaction de

d incubation), I'inoculum a été préparé comme suitLIEBERMAN-BUCHARD) dans le screening
chimique des plantes médicinales.

Une jeune colonie d€andida prélevée a l'aide

d'une anse a été homogénéisée dans 10 mL d’e&ds Résultats

distillée stérilisée. On obtient ainsi la suspensio  Aprés 48 heures d'incubation a 30°C, on oleserv

mere (16) concentrée a f@ellules/mL. A partir de  comparativement au témoin, une diminution

cette suspension, une seconde suspensioh) @0 progressive du nombre de colonies @andida

été préparée par dilution au 1710de la premiére. albicansau fur et a mesure que les concentrations

Elle porte une charge de’lellules/mL. des extraits végétaux augmentent dans les tubes

Pour chacun des tubes a essais de chaque série @gpérimentaux.

dix extraits (sauf le tube de contrdle de stériité  Des inhibitions nettes et effectives ont été obésnu

milieu de culture), la culture des germes a étie fai a différentes concentrations selon les extraits Le

sur les milieux précédemment préparés padonnées expérimentales traduites sous forme de

I'ensemencement de 1 de la suspension Ten  courbes de sensibilité sont présentéediguae 1.

stries transversales jusqu'a épuisement. Cela

correspond a 1000 cellules ensemencées. Lef=rm —

cultures ainsi réalisées ont été incubées a 30°q_ « ?V\’\O\

pendant 48 heures.

Aprés 48 heures d’incubation, les colonies de

Candidaont été dénombrées par comptage direct 3

I'aide d’'un stylo compteur de colonies (N° de série

23382 de marque Scinceware de Bel-Art). La N >

croissance dans les huit tubes expérimentaux d " AW

Chaque Série a été évaIUée en pourcentage d 0 6I0 1;0 li;O- Z;O 3[;0 3;0 4;0 4i;0 5;0 6[I)0 6;0 7;0 780

survivance calculé par rapport a 100% de Concentrations des différents extraits de |'écorce de Terminalia catappa (ug/ml)

survivance dans le tube témoin de controle de Figure 1: Sensibilité comparée dgandida albicans

croissance ™ ¥ e traitement de données aux extraits %q Xo, Xiet Rz

expérimentales a permis de déterminer les

parametres antifongiques suivants : De facon générale, toutes les courbes de senésbilit

- la concentration minimale inhibitrice (CMI) : €& présentent une allure décroissante avec des pentes

la concentration minimale pour laquelle il N’y a plus ou moins fortes selon les extraits. La coulde

aucune croissance visible a I'ceil nu. sensibilité de I'extrait B présente une pente plus

- la concentration minimale fongicide (CMF) : C’est forte que celle de I'extrait Xaq qui a la senstbilia

la plus faible concentration d’extrait qui laisse a plus faible. Les valeurs des CMF et des,@our

plus 0,01% de survivance par rapport au tub&ous les quatre extraits sont consignées dans le

témoin de contrdle de croissance. Elle estableau ll.

déterminée par un test de stérilité du tube

correspondant a la CMI en ensemencant un

échantillon prélevé a la surface de la gélose de ce Tableau Il : Paramétres antifongiques comparés des

% \ =0=Xaq
| N -X0
240 1% N\ —=X1.2

w1 Oy ~ oo
o o o o

Survivance de Candida
albicans (%)

=N ow

o o o o
-

| —

tube sur une gélose neuve. extraits X, Xo, X1 €t ko

- la concentration pour 50% d’inhibition I :

c’est la concentration qui donne 50% d’inhibition Extraits de Xag | Xo | X1z | Fr
estimée par rapport au nombre de colonies oo TEKAM

dénombrées dans le tube témoin de controle deantifongiques

croissance. Ce paramétre est déterminé CMF (ug/mL) 780 | 190 40 5
graphiquement. Clsc (Hg/mL) 538 | 139| 18 1,6

J.A.A.B. Ackah et al 39



J. Soc. Ouest-Afr. Chim. (2016) 042; 36- 42

Nos investigations ont porté sur la recherche die hurose violette témoignant de la nature triterpénique
groupes chimigues a savoir: alcaloides,des saponosides.

polyphénols, tanins catéchiques, tanins galliques,
flavonoides, saponosides, quinones et stérols. Pow
mieux qualifier I'abondance des constituants
chimiques recherchés dans ces extraits, des scor
variant de 0 & 4 (absence ou présence) ont & N q ) bord préparé lextrait
attribués. Ainsi, I'absence est symbolisée par un ous avons de prlme1 abord prepare Texiral

score 0, la présence en faible quantité par urescof Jueux étant donne que Ieau_ est le solvant le plus
1, la présence en guantité moyenne par un scdre 2%“"56 pour la préparation des recettes

enfin 'abondance par un scorefiggres 2). f\rlecl)gltlgggﬁgiss. expérimentales montrent que pour
Pour la suite des travaux, nous avons voul P 9 P

séparer ces 2 éléments de la fractiop par l’l?x”?"t aqueux (Xaq)' comparativement — aux
témoins, il y a une diminution progressive du

Discussion

S R . .
1. Analyse des activités antifongiques

chromatographie sur couche mince (CCM). Les
résultats sont résumeés pafigure 3.

nombre de colonies en fonction de l'augmentation
de la concentration de Xaq dans les tubes. Cettisol
est donc sensible a I'extrait selon une relatiopedo
Composition chimique de Xag, X0, X1.2 et la F12 effet (voir figure 1 et tableau IlI). Dans toutessno
expériences, des inhibitions nettes et effectives
(CMF) de la croissance dgandida albican®nt été

WP Terpenes observées a partir des concentrations deugaL.
mP.Phenols Ces résultats sont meilleurs que ceux de BHYré
BFlavonoides qui a obtenu avec I'extrait total aqueuxMerinda
OTanins . . . g ey . .
mOQuinones morindoidesune inhibition deCandida albicans
EAlcaloides avec une valeur de CMF égale & 300 mg/mL soit
WSaponosides 300 000 ug/mL pour 48 heures d'incubation.
L'extrait aqueuxde TEKAM3 est donc 364 fois
plus actif que l'extrait total aqueux ddorinda
Figure 2: Compositions chimiques des extraitg, o, morindoides Xaq est Aussi 192 fois plus actif que

Xiset Ry I'extrait aqueux deAbrus precatorufCMF = 150
mg/mL soit 150 000pg/mL) contre Candida
albicans™™® et 2 fois plus actif que I'extrait aqueux
de Thonningia sanguineéCMF = 1,56 mg/mL soit
1560pg/mL) contreCandida albicans™.

En plus de ces premieres investigations, nous avons
voulu savoir si des extraits préparés avec des
solvants organiques pourraient étre plus actifs. Au
regard des travaux de Kra et Zirflif, nous avons
choisi le mélange éthanol eau (70/30 ; v/v) comme
solvant d’extraction. C’est & partir de ce solvaune
nous avons préparé I'extrait éthanolique codifge X

: L analyse des résultats des tests antifongiques avec
A A Xo de TEKAM3 montre quéCandida albicansest
sensible & [l'extrait testé. Les valeurs des
concentrations inhibitrices obtenues révélent que
X0 a des activités antifongiques. Ces résultats
Sur la ligne de départ, nous avons fait 3 dépdds. Lrévelent que les valeurs des CMF dgs¥nt egales
phase mobile était le mélange butanol-acided 190 pg/mL  pour Candida albicans. La
acétique-eau dans les proportions 60 ; 25; 15. Lgomparaison de ces résultats avec ceux de Kra et
réaction a été faite avec le réactif de Godin. OrZirihi ' révele que contr€andida albicansX, est
pulvérise ensuite les plaques avec une solution deettement plus actif que I'extrait éthanolique de
H,SQ, a 10%). La plaque a été chauffée a 105°CMicroglossa pyrifolia (PYMI1) (CMF= 25000

La révélation du chromatogramme a la vanillineng/mL). Le rapport établi sur la base des CMF,
sulfurique a donné une grodsehe de coloration montre que CMFPYMI1/CMF & 25000/190 =131

55 o

Figure 3 Photographie de la Chro;:natographie sur
couche mince de ;Fa la lumiére
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en faveur de ¥ Ce qui signifie que Xest 131 fois travaux de Cowaf®, de Iwu™ et de loneld®®,
plus actif que PYMIL. lactivité  antimicrobienne  des  flavonoides
Au regard de ce qui précede, nous déduisons queexpliquerait par le fait qu’ils sont capable de
lorsque nous passons de Xag @ nous améliorons complexer non  seulement les  protéines
I'activité antifongique de Xaq de 4 fois vis-a-de  extracellulaires et solublesais aussi de rompre les
Candida albicansCet extrait concentre mieux les membranes microbiennes entrainant la mort de la
principes actifs de Terminalia catappa Il a été cellule.
retenu pour les essais d’amélioration de l'activitéPour la suite des travaux, nous avons voulu séparer
antifongique de TEKAM3. X0 a été partitionné les polyterpénes et les saponosides contenus @ans |
dans un mélange de solvants hexane- eau pofraction R, par chromatographie sur couche mince
obtenir X, Les valeurs des concentrations(CCM).
inhibitrices obtenues révelent que & des activités « Chromatographie sur  couche
antifongiques. Ces résultats révelent que les w&leumince de b
des CMF de X, sont : 40ug/mL sur Candida Le développement du chromatogramme révéle qu'il
albicans n'y a qu'une seule tache visible a la lumiére
Par rapport aux extraits totaux aqueux etmontrant la présence d’au moingse seule entité
éthanoliques, la comparaison sur la base de lahimique. La révélation du chromatogramme a la
valeur des CMF montre que, Xest 4 fois plus actif vanilline sulfurique montre que cette entité
que lextrait de base (X ayant servi a sa chimique est en réalité un triterpéne saponoside. E
préparation. Cette méme analyse montre que3t  clair, il ne subsiste dansJqu’'une seule classe de
19 fois plus actif que I'extrait total aqueux. Vess molécules au lieu de deux comme tendait a montrer
performances intéressantes par rapport aux autréss résultats du tri phytochimique. L’activité
extraits, X, a servi de base a un fractionnementantifongique de la fraction i serait due a des
chromatographique sur gel de filtration sephadexnolécules qui appartiennent au groupe des
G,s. Cette chromatographie a donné 20 fractions. Laaponosides triterpeniques.
fraction R, a présenté le meilleur potentiel Nos résultats sont en accord avec les travaux de
antifongique. En effet avec les valeurs de CMF=Kubo®, de Ran&?, de SuresK®, de Cowarf'?,
5ug/mL et de C=1,4 ug/mL, cette fraction est 8 de Iwu™™® et de loneld”. Ces auteurs ont montré
fois plus active que % qui a servi a sa préparation. que les terpenes ont une action inhibitrice sur les
Elle est également 32 fois plus active que Xe  germes fongiques. Leurs actions s’exerceraient sur
rapprochement de ces performances avec celles #& membrane cytoplasmique des micro-organismes
Xaq révele que £ est 156 fois plus active que en provoquant la lyse de la membrane.
I'extrait total aqueux.
5. Conclusion

4. 2. Analyse du Screening phytochimique. La méthode que nous avons mise au point

L'analyse des résultats de cette étude maoptee permet non seulement de mieux concentrer mais
Xaq et X contiennent les polyterpenes, lesaussi d'isoler le principe actif. Ces résultatslae
polyphénols, les flavonoides et les saponosidgs. I| CCM permettent donc d’avoir une idée plus précise
a une abondance tres marquée de saponosides etdtela nature chimique du principe actif. Cependant,
flavonoides. L'extrait X, ne contient que 3 ces travaux doivent se poursuivre afin de détenmine
éléments. Mais il renferme les mémes éléementta structure chimique de ce principe actif par des
présents dans Xaq et,.XPour la fraction b, les méthodes combinées de spectroscopie de masse,
résultats révelent qu'elle ne contient que lesd’infra rouge et de résonance magnétique nucléaire.
polyterpénes et les saponosides. Notons aussi que
cette fraction est trés riche en saponosidess. Remerciement
L'analyse de ces résultats montre que lactivitt Nos remerciementgont a I'endroit du laboratoire de
antifongique n’est donc pas liée aux polyphénols efiycologie de TUFR des Sciences Médicales de
aux flavonoides présents dans Xaq et Jon I’Un_|ver5|te_ Félix Houph(_)uét Boigny d’Ablo!]a_m pour
constate que Xaq et oXont en commun avoir four_m les germes afin d_e permettre Ia_re_am de
polyterpenes, les polyphénols, les flavonoidegst | ﬁ.e travall, du Centre National de Floristique pour

; . identification de la plante étudiée et en fin leembres

sapon05|des._ '(Eepen(:.Iar.]F) xf'St plu$ ?Ct'f' Cette du Laboratoire de Pharmacodynamie-Biochimique de
meilleure activité serait liee a une differencesdn  yrr Biosciences de I'Université Félix Houphouét
structure de ces molécules ou a d'autres groupes Ggigny.
composés non mis en évidence ici. Selon les
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